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Abreviaturas

Anti-VEGF: Anti—vascular endothelial growth factor therapy
AUC: Area Under the Curve

CA-125: Cancer antigen 125

CEA: Carcinoembryonic antigen

CMIA: Eletroquimioluminescéncia

CO: Cancro do ovario

DCE-MRI: Ressonancia magnética de contraste dindmico
DRC: Doencga Renal Conica

ECLIA: Quimiluminescéncia

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

EMT: Transicao epitélio-mesenquimal

ESGO: European Society of Gynaecological Oncology
ESMO: European Society for Medical Oncology

FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics
HE-4: Human epididymis protein 4

HIF1a: Hypoxia-inducible factor 1-alpha

HTA: Hipertensao arterial

IMC: indice de massa corporal

NCNN: National Comprehensive Cancer Network

OC: Ovarian Cancer

PARP: Poly (ADP-ribose) polymerases

PD-L1: Programmed Cell Death Ligand 1

PET: Tomografia de emisséo de positrdes

RMI: Risk of Malignancy Index

ROMA: Risk of Malignancy Algohrithm

SG: Sobrevida global

SLP: Sobrevida livre de progressao

sROC: Summary receiver operating characteristics
TC-TAP: Tomografia Computorizada toracoabdominopélvica
VEGF: Endothelial Growth Factor

VPN: Valor Preditivo Negativo

VPP: Valor Preditivo Positivo

WFDC: Whey Acidic four-disulfide core

WHO: World Health Organization



Resumo

A falta de estratégias eficazes de diagndstico precoce, definigdo progndstica e
seguimento das doentes, torna o cancro do ovario a neoplasia ginecolégica com maior
taxa de mortalidade. Os biomarcadores tumorais séricos sdo dos recursos com maior
potencial para colmatar alguns destes problemas, todavia, nas recomendacgdes atuais
das diversas sociedades internacionais, o CA-125 continua a ser o biomarcador de
eleicdo, apesar das suas diversas fragilidades, como uma fraca capacidade de
diagndstico em estadios precoces. O Human epididymis protein 4 (HE4) é uma
glicoproteina que pode ser utilizada como biomarcador no cancro do ovario, devido a
sua producao pelas células malignas e respetivo microambiente tumoral. No entanto, as
suas concentragdes variam de acordo com diversos fatores fisiolégicos e patoldgicos,
dificultando a sua aplicabilidade clinica.

O doseamento de HE4 no soro, mas também na urina, pode contribuir para um
diagnostico pré-clinico da doenga, com sensibilidade e especificidade elevadas,
permitindo diagndsticos em estadios mais precoces do cancro do ovario, com um
impacto direto na sobrevida. Adicionalmente, as suas concentragdes pré-operatorias
permitem estratificar os doentes em niveis de risco, auxiliando na decisido da terapéutica
cirargica e médica, uma vez que podem ser também preditivas acerca da sensibilidade
a terapéutica sistémica. O doseamento seriado de HE4 no decurso da doenga permite
uma monitorizacao continua do tratamento instituido e avaliacdo de reposta. Do mesmo
modo, atendendo a elevada taxa de recorréncia do cancro do ovario, este pode detetar
recidivas de forma precoce e permitir uma abordagem terapéutica mais atempada e,
possivelmente, com melhor progndstico.

Apesar da utilidade do HE4 de forma isolada, a sua associagdo com o CA-125
demonstra ser frequentemente vantajosa nas variadas utilizagdes. Estes marcadores
sdo também utilizados em algoritmos diagndsticos, que avaliam o risco de uma mulher
com massa pélvica ter cancro do ovario.

Assim, esta revisdo pretende explorar o papel do HE4 enquanto biomarcador no cancro
do ovario, e os seus possiveis contributos para a melhoria do atual paradigma desta
doenca, tanto de forma independente quanto em associacdo com o CA-125, nas
diversas fases da doencga: abrangendo o diagndstico precoce, prognostico pré-
operatério, monitorizagéo terapéutica e ainda seguimento das doentes. Adicionalmente,
explora o potencial da substancia como alvo terapéutico, associado ao seu papel na

oncogénese do cancro do ovario.

Palavras-chave: Human epididymis protein 4; cancro do ovario; biomarcadores;

diagnéstico; prognostico; seguimento



Abstract

Due to the lack of effective strategies for early diagnosis, prognosis and patient follow-
up, ovarian cancer is the gynecological neoplasm with the highest mortality rate. Serum
tumor biomarkers are one of the resources with the greatest potential to overcome some
of these problems, however, in the current recommendations of the various international
societies, CA-125 remains the biomarker of choice, despite its various pitfalls, such as
poor diagnostic capacity at early stages. Human epididymis protein 4 (HE4) is a
glycoprotein that can be used as a biomarker in ovarian cancer, due to its production by
malignant cells and the tumor microenvironment. However, its concentrations vary with
numerous physiological and pathological factors, making it difficult to translate to the
clinical setting.

HE4 concentrations in serum, but also in urine, can contribute to the pre-clinical
diagnosis of the disease, with high sensitivity and specificity, allowing diagnosis at earlier
stages of ovarian cancer, with a direct impact on survival. In addition, preoperative
concentrations allow for the stratification of patients into risk levels, aiding clinicians to
decide on surgical and medical therapy, since they can also be predictive of sensitivity
to systemic treatment. Longitudinal dosing of HE4 during the course of the disease
allows continuous monitoring of treatment and evaluation of response. Likewise, given
the high recurrence rate of ovarian cancer, it can help to detect recurrences earlier and
allow for a more timely therapeutic approach, possibly with a better prognosis.

Despite the usefulness of HE4 on its own, its association with CA-125 often proves to be
advantageous in various settings. These markers are also used together in diagnostic
algorithms that assess the risk of ovarian cancer in a woman with a pelvic mass.
Therefore, this review aims to explore the role of HE4 as a biomarker in ovarian cancer,
and its possible contributions to improving the current paradigm of this disease, both
independently and in association with CA-125, in the various stages of OC: covering
early diagnosis, preoperative prognosis, therapeutic monitoring and patient follow-up. In
addition, it explores the potential applicability of HE4 as a therapeutic target, regarding

its role in the oncogenesis of ovarian cancer.

Keywords: Human epididymis protein 4; ovarian cancer; biomarkers; diagnosis;

prognosis; follow-up



Introducao

O cancro do ovario (CO) € o oitavo cancro mais comum a nivel mundial e o quinto com
maior mortalidade na populagao feminina. Estima-se que tenha uma incidéncia de 3,4%
associada a uma mortalidade de 4,7% (1). No que diz respeito a neoplasias
ginecologicas, esta & a mais mortal, tendo causado mais de 200 mil mortes em 2020
(1). As mulheres pés-menopausa apresentam um maior risco de desenvolver cancro do
ovario, e a probabilidade de ter doenga em estadio avangado aumenta com a idade. A
prevaléncia desta doenga neste grupo especifico de mulheres € de 1 a cada 2500,
sendo que cerca de 80 por cento dos casos de cancro do ovario sdo diagnosticados em
mulheres com mais de 50 anos (2). Mulheres portadoras de mutagao nos genes BRCA1
e BRCA2, sindrome de Lynch e sindrome de Li-Fraumeni, tém risco aumentado de

desenvolver a doenga (3).

Cerca de 20% dos casos de cancro do ovario tém uma causa ambiental, estando
relacionados com o alcool, obesidade, tabagismo, uso de talco e dieta. Outros fatores,
tais como a infegao por Chlamydia trachomatis, e a presenga de niveis baixos de
vitamina D associam-se também a maior risco de desenvolver CO (4). Por outro lado,
multiparidade, laqueagéo tubar e o uso de contracetivos orais sao fatores protetores

para o desenvolvimento de cancro do ovario (5).

O CO é classificado histopatologicamente em tumores epiteliais e ndo epiteliais. Os
primeiros representam cerca de 90% dos casos. Segundo a classificagdo da WHO
(World Health Organization) estes podem ainda ser categorizados em serosos de alto
grau (70%), serosos de baixo grau (5%), endometrioides (10%), mucinosos (3-4%), de
células claras (6-10%), seromucinosos e de Brenner. Dependo de varias caracteristicas,
entre elas a presenca de atipia celular, a invasdo do estroma, e a extensdo da
proliferagéo de células tumorais, estes podem ainda ser categorizados como benignos,
borderline ou malignos (6,7). Os nao epiteliais, mais associados a mulheres jovens,
podem dividir-se em varios grupos, existindo trés mais relevantes: os tumores da linha
germinativa, que englobam disgerminomas, teratomas e tumores do saco vitelino; os
tumores dos corddes sexuais e estroma, que se subdividem em tumores da granulosa
e tumores das células de Sertolli/Leydig; e ainda os tumores mesenquimatosos (6,7). O
subtipo mais comum (75% dos casos) e também o mais mortal de CO é o carcinoma

seroso de alto grau (3).



Apesar da importancia do diagnostico precoce, ndo existe nenhum rastreio de base
populacional, isto €, nas mulheres sem risco aumentado de desenvolver cancro do
ovario (8). Num estudo de larga escala tentou-se estabelecer uma potencial estratégia
de rastreio com o uso conjunto do CA-125 e da ecografia transvaginal, mas estes nao
evidenciaram suficiente especificidade ou sensibilidade para serem considerados
eficazes no rastreio de cancro do ovario na populagédo geral, ndo permitindo um
diagnostico significativamente mais precoce da doenga e, consequentemente, nao
causando uma diminuigdo da mortalidade (9). Assim, um dos maiores objetivos dos
estudos atuais nesta doenga é definir um método de rastreio valido que permita detetar

o cancro do ovario em estadios precoces (10).

O diagndstico é feito na maioria dos casos quando existe sintomatologia que leve as
doentes a recorrerem aos servicos de saude. O CO, em estadios iniciais, é
assintomatico ou apresenta-se de forma bastante inespecifica, com sintomas
comumente encontrados em mulheres saudaveis, tais como dor abdominal inespecifica,
dificultando o seu diagnostico precoce (11). No que diz respeito a estadios avangados,
90% das mulheres apresentam ascite maligna causada por carcinomatose peritoneal.
Isto acontece devido ao padrdo de disseminag&o intra-abdominal e ganglionar

retroperitoneal, que caracteriza o CO nestes estadios (3).

Em mulheres que através de uma historia clinica detalhada e de achados ao exame
fisico se suspeite de cancro do ovario, deve ser realizada uma ecografia transvaginal.
Este exame permite identificar a presenga de massas anexiais e através das
caracteristicas ecograficas das mesmas, como a vascularizagdo, pode ser possivel
inferir acerca da potencial malignidade do CO. Contudo, a precisdo diagnostica desta
técnica ainda necessita de ser otimizada, visto que em 25% dos casos de CO o
diagnostico ecografico € inconclusivo (12). Este diagndstico diferencial entre
benignidade e malignidade é importante, pois uma larga percentagem de tumores do
ovario sao benignos. Cerca de 90% dos tumores benignos sdo encontrados em
mulheres pré menopausa. Todavia, apesar de mais frequentes neste grupo, verifica-se
que nas mulheres pés-menopausa também 60% dos tumores do ovario sdo benignos.
Desta forma, € importante criar métodos de diagndstico que permitam diferenciar com
qualidade uma massa benigna de uma massa maligna, de modo a planear a abordagem
subsequente da forma mais correta. Isto ganha ainda maior relevancia, quando se
equaciona uma estratégia cirurgica, cujos riscos sdo mais elevados numa populagao
idosa (13). De forma rotineira, em conjunto com a ecografia, faz-se o doseamento do

CA-125, que apesar da sua elevada falibilidade no diagndstico, € amplamente utilizado



pois € uma forma nao invasiva e econémica de contribuir para o estudo diagndstico de
CO.

Atualmente o gold standard para o diagnéstico definitivo de cancro do ovario assenta
na avaliagdo histoldégica da massa através de biopsias, seja com recurso a laparotomia
exploradora com estudo extemporaneo seguido de cirurgia, para casos suspeitos de um
CO em estadio inicial, ou através biopsias laparoscopicas em caso de doenca
irressecavel. Como o tratamento preconizado para massas benignas e massas
malignas é completamente diferente, existe a necessidade de uma boa caracterizagao
histolégica pré-cirurgica, particularmente quando a malignidade é dubia. Assim,
entende-se que o diagndstico final requer procedimentos invasivos, que acarretam

riscos e morbilidade para as doentes (14).

Para o estadiamento clinico e planeamento cirdrgico utiliza-se a tomografia
computorizada toracoabdominopélvica (TC-TAP), podendo ser complementado o
estudo por ressonancia magnética ou por tomografia de emissao de positrdes (PET)
(15). O estadiamento definitivo do cancro do ovario é cirurgico, através de laparoscopia
exploradora, sendo feito atualmente utilizando a classificacdo FIGO (International

Federation of Gynecology and Obstetrics) de 2014 (15).

O estadio da doenga no momento do diagnostico é de extrema importancia, pois impacta
substancialmente o progndstico. Quando o CO é detetado em estadio precoce (FIGO |),
confinado ao ovario, ou até em FIGO Il, com alastramento ao peritoneu pélvico, a
sobrevivéncia aos 5 anos é elevada, sendo de 90% e 70% respetivamente. Deste modo,
uma detegado em estadio inicial, corresponde a uma elevada probabilidade de cura (2).
No entanto a rapida progressdo desta doenga, com tendéncia em atingir um estadio
avancado em menos de um ano, associado a falta de um método de detecao precoce
eficiente, faz com que cerca de 70 % dos casos sejam diagnosticados tardiamente
(apenas 25 % séao diagnosticados em estadio |) e, consequentemente, menos de 40%

das doentes sejam curadas (13).

No que diz respeito ao tratamento, este depende do estadio em que a doenca é
diagnosticada. Para estadios precoces (I-ll de FIGO) o tratamento preconizado é
cirurgia primaria de citorredugdo maxima, de modo a obter uma resseccdo RO. De
seguida, em doentes que apesar de estadio precoce e recessdo RO sao classificados
como de alto risco, esta indicado tratamento adjuvante com sais de platina, de modo a

diminuir o risco de recidiva. Em estadios avangados (llI-IV de FIGO) a decisao depende



nao s6 do estadiamento, mas também da probabilidade de se realizar uma exciséo
completa da doenga. Caso seja expectavel uma remogédo completa, o tratamento
indicado € uma cirurgia seguida de quimioterapia adjuvante. Caso contrario, esta
indicado realizar tratamento sistémico neoadjuvante com sais de platina e, de seguida,
caso exista reducao do volume tumoral e critérios de ressecabilidade, avangar para uma
cirurgia de intervalo, muitas vezes seguida ainda de tratamento adjuvante (16,17). Para
além destes, em algumas doentes, pode utilizar-se atualmente terapéuticas sistémicas
dirigidas como anticorpos anti fator de crescimento do endotélio vascular (anti-VEGF) e

inibidores das poly (ADP-ribose) polymerases (iPARP) (18).

Um dos maiores desafios na abordagem terapéutica do CO assenta no seu elevado
risco de recorréncia, que ocorre em 75% dos casos de doentes com neoplasias em
estadio avangado tratadas com cirurgia e quimioterapia (7). O seguimento rigoroso e
apertado das doentes é, assim, importantissimo para detecao precoce de recidivas. No
entanto, esta € uma tarefa de extrema dificuldade, visto que apds a cirurgia ndo existe
nenhuma forma de avaliar a doenca residual microscopica e a recidiva frequentemente
manifesta-se com lesdes disseminadas de pequeno volume, que os exames de imagem
sao limitados a detetar precocemente. A uUnica forma atualmente reconhecida de o fazer
€ através do doseamento de biomarcadores que se elevem de forma precoce quando

exista recorréncia, nomeadamente o CA-125 (19).

Os biomarcadores sao substancias produzidas por células tumorais ou por células do
microambiente tumoral, que podem ser quantificadas no sangue e outros fluidos
bioldgicos (20). Os biomarcadores, particularmente os séricos, séo, assim, um recurso
muito importante no CO, pela sua grande conveniéncia, serem nao invasivos e ainda
pelo seu baixo custo, permitindo-nos tirar inimeras conclusées nas mais diversas fases
da doencga. Estes podem ser uteis para colmatar a necessidade imperativa de detetar a
doenga em estadios precoces, podendo contribuir para rastreio e diagndéstico do CO, e
consequente ter um impacto direto na mortalidade. Para além disso, podem ser
utilizados no prognostico pré-operatério da doenga, permitindo estratificar doentes em
niveis de risco, e ainda ajudar a decidir qual a melhor abordagem terapéutica
individualmente. Através do doseamento destas substancias, pode-se ainda monitorizar
a resposta aos diversos tratamentos instituidos, como também detetar precocemente
recorréncias, muito tempo antes de existirem manifestagdes clinicas. Por fim, visto que
varias destas substancias estao relacionadas com a oncogénese do CO, eventualmente

poderéo ser utilizadas como potenciais alvos terapéuticos (21,22).



O CA-125, descoberto no inicio dos anos 80, € o mais estudado dos biomarcadores do
CO, constando em grande parte das diretrizes clinicas (23). Cerca de 80% dos CO em
estadio avangado (lll e IV da FIGO 2014) apresentam niveis elevados deste marcador
ao diagnostico. Apesar de ser o biomarcador com maior utilidade clinica conhecida no
cancro do ovario, apresenta varias limitagbes, entre elas a fraca sensibilidade (50-62%)
em estadios iniciais da doenca, apresentando-se elevado apenas em 50% de
neoplasias nesta fase; bem como uma especificidade aquém do ideal (entre 73-77%),
podendo ser influenciado por varias condi¢des fisiolégicas ou patolégicas, como a
menstruacdo, gravidez e endometriose. Mais de 60% dos individuos com CA-125
aumentado nao tém diagndstico cancro do ovario (24). No que diz respeito a
monitorizagao do tratamento, a normalizacdo do CA-125 frequentemente ndo esta
associada a auséncia completa de tumor, e a sua elevagédo em caso recorréncia, apesar
de ser mais precoce que o aparecimento de manifestagbes clinicas, continua a ser
demasiado tardia para a instituicdo de terapéutica que altere o curso da doenga (25).
Adicionalmente, o CA-125 varia dependendo do tipo de tumor, com baixa aplicabilidade

em tumores nao epiteliais e epiteliais de células claras ou mucinosos (26).

Estas limitagcdes que o biomarcador mais utilizado no cancro do ovario apresenta nas
diversas fases da doenga, justifica o estudo de novas substéncias que possam
aproveitar ao maximo todo o potencial do doseamento de biomarcadores tumorais
séricos. Uma dessas substancias e que despertou maior interesse e debate é o HE4.

Deste modo, esta revisdao narrativa pretende explanar o papel do HE4 como
biomarcador tumoral sérico no cancro do ovario, explorando a sua utilidade nas mais
diversas fases da doenga. Tem como objetivo, portanto, demonstrar como o HE4, de
forma isolada ou em conjunto com outros biomarcadores, nomeadamente o CA-125,
pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes na abordagem
diagnéstica, determinacdo do progndstico, monitorizagdo e seguimento do cancro do
ovario e, eventualmente, demonstrar o seu potencial valor na otimizagao dos resultados

clinicos e da qualidade de vida das doentes afetadas por esta patologia.



Materiais e métodos

Para a elaboracao desta revisao narrativa, foi realizada uma pesquisa na base de dados

eletrénica PubMed®, utilizando a seguinte equagao de pesquisa:

((ovarian neoplasms[MeSH Terms]) AND (biomarkers[MeSH Terms])) AND ((WFDC2
protein, human[Supplementary Concept]) OR (HE4[Title/Abstract])).

Através desta pesquisa foram selecionados os artigos de revisao e investigagao, em
lingua inglesa, publicados entre os anos 2018 e 2023, obtendo-se um total de 188
artigos, dos quais foram analisados os abstracts e selecionados os mais relevantes para
esta revisdo. Foram também analisadas as referéncias bibliograficas mais relevantes
dos artigos incluidos, tendo sido citada a informagao dos mesmos, quando relevante
para este trabalho. Em acréscimo, foram ainda consultadas normas de orientagéo
clinica das principais sociedades cientificas da area da ginecologia oncoldgica,
nomeadamente European Society for Medical Oncology (ESMO), National
Comprehensive Cancer Network (NCCN), European Society of Gynaecological
Oncology (ESGO) e International Federation of Gynaecology and Obstetrics (FIGO)

perfazendo as 113 referéncias citadas.
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Human epididymis protein 4 (HE4)

A primeira publicagdo acerca do possivel uso do HE4 como biomarcador no cancro do
ovario data de 2003, por Hellstrom et al. (27). Human epididymis protein 4 (HE4) faz
parte da familia de proteinas whey acidic four-disulfide core (WFDC), e é expressa pelo
gene WFCD2 localizado no cromossoma 20q12-13.1. Inicialmente foi identificada no
epitélio do epididimo distal, sendo ainda pouco claro o seu papel na maturagao
espermatica. E uma glicoproteina inibidora de serino-protéases e esta também
associada a resposta imunitaria de tecidos epiteliais, contribuindo para a imunidade
inata da cavidade oral e do trato respiratorio (28). A normal expressao de HE4 acontece
fisiologicamente no epitélio glandular do aparelho genital feminino, com exceg¢édo do
epitélio de superficie ovarico, no epididimo e canal deferente, no epitélio respiratorio,

nos tubulos renais distais, e nas glandulas salivares.

Além do CO, o HE4 também esta relacionado com cancro do endométrio e do pulméao.
No que diz respeito as neoplasias do endométrio € considerado um dos biomarcadores
mais promissores nesta doencga, permitindo realizar, com bastante qualidade, um
diagnostico precoce, definicdo prognostica, monitorizagéo terapéutica e detegdo de
recorréncia (29). Relativamente ao cancro do pulmdo o HE4 pode ser util tanto no
diagnéstico, devido a sua elevacdo em diversos tipos de neoplasias do parénquima
pulmonar, como no prognostico, e ainda na monitorizagao de uma possivel recorréncia
(30,31). Para além destes, com menor importancia, o HE4 pode ainda estar elevado em
casos de outros carcinomas de células escamosas, mesoteliomas e carcinomas da

mama (21).

Apesar do HE4 nao estar presente no epitélio ovarico normal, este é expresso no tecido
neoplasico do cancro do ovario, sendo libertado para a corrente sanguinea e,
consequentemente, para a urina, permitindo a sua detegao nestes fluidos bioldgicos
(32). A expressdo aumentada de HE4 é observada em 93-100% dos carcinomas do
subtipo seroso, em 80-100% dos endometrioides e 50-83% dos carcinomas de células
claras, estando maioritariamente ausente no subtipo mucinoso e de células
germinativas. Assim, apesar de ndo estar elevado em todos os tipos de neoplasia
ovarica, este estda aumentado nos tipos histologicos mais frequentes, sendo entéo util

na maioria das doentes com CO (33).
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No que diz respeito a detecdo e doseamento do HE4 existem varias técnicas possiveis,
entre elas o enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), quimiluminescéncia (ECLIA)
e eletroquimioluminescéncia (CMIA). O ELISA apresenta varias desvantagens em
relacdo as outras técnicas, visto que exige maior consumo de tempo, € dependente do
operador, e em geral apresentar uma menor sensibilidade e precisdo. Ao analisar os
diferentes métodos de doseamento, um estudo verificou que o valor médio da
concentragao de HE4 variava consoante o método utilizado (34). Assim, visto que nao
existe nenhum método universal de doseamento, é recomendavel que os valores de

HE4 sejam sempre interpretados utilizando o mesmo método longitudinalmente.

A variabilidade metodoldgica constitui também uma dificuldade na definicdo de pontos
de corte universais, pois, além das discrepancias entre métodos de doseamento e
fabricantes, os diferentes objetivos clinicos da interpretagdo do biomarcador
(diagnéstico, progndstico, monitorizagdo, entre outros) também requerem diferentes
valores de referéncia (35). Em geral, os pontos de corte a partir dos quais se considera
o doseamento positivo, sdo 70 pmol/L para as mulheres pré-menopausa e 140 pmol/L
nas pos-menopausa. A existéncia de dois valores distintos € devida ao aumento dos

niveis de HE4 com a idade e com a menopausa (36).

Um estudo muito recente, explorou o papel de biossensores eletroquimicos no
doseamento do HE4. Estes bionsensores, sdo um point of care test, ou seja, podem ser
realizados em qualquer lugar, perto do local de observacao do doente, sem necessidade
de recurso a um laboratdrio. Consistem em elétrodos reutilizaveis e posteriormente
descartaveis, permitindo cerca de nove utilizagdes por elétrodo (no caso deste estudo).
O sinal eletroquimico resultante da interagdo antigénio-anticorpo € medido num
dispositivo portatil que permite obter um valor da concentragdo de HE4 em cerca de 20-
30 segundos. Estes biossensores constituem um método com sensibilidade e
reprodutibilidade elevadas. Além do mais, sao label free, ou seja, ndo requerem a adigao
de substancias marcadoras (como no ELISA), sendo o doseamento efetuado de forma

direta, e assim, mais rapido e eficiente (36-38).
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Figura 1: Composicao e caracteristicas dos biossensores eletroquimicos para doseamento do
HE4 (36). Legenda: DPV - differential pulse voltammetry; SWV - square wave voltammetry; EIS
- electrochemical impedance spectroscopy
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Fatores de variagcao do HE4

O HE4 apesar de ser muito util no contexto do CO, também ¢ influenciado por diversos
outros fatores, sejam eles patoldgicos ou fisiolégicos. (39)
No que diz respeito a patologias ovaricas benignas, este eleva-se em poucas situagoes,
conferindo uma maior especificidade, e tornando-se vantajoso para distinguir os
tumores benignos dos malignos. No que diz respeito a doentes com endometriose, o
HE4 é considerado um melhor marcador para diagnosticar cancro do ovario, pois
raramente esta elevado na endometriose (3% dos casos), ao contrario do CA-125, que
se eleva de forma consideravel (67% dos casos), diminuindo a sua especificidade e
capacidade de discriminar as duas patologias. Assim, o HE4 pode ser um bom marcador
para o diagnoéstico diferencial entre CO e endometriomas, pois no caso deste ultimo as
doentes apresentam muitas vezes o CA-125 aumentado e o HE4 normal.
Contrariamente, na adenomiose, o HE4 podera estar elevado, sendo um fator a ter em

conta aquando da sua interpretacéo (40).

Globalmente, as concentragbes de HE4 apresentam uma menor elevagao que as do
CA-125 em outras patologias benignas como quistos serosos, teratomas, fibromas e
lesbes inflamatérias. No entanto, os dois marcadores nao apresentam diferenca
significativa entre si no que diz respeito a quistos mucinosos, pois ambos se apresentam
elevados (33). Devido a esta baixa capacidade discriminativa do doseamento do CA-
125, que advém de uma especificidade aquém do ideal, uma grande percentagem das
mulheres que apresentam um aumento deste marcador, ndo tem cancro do ovario.
Assim, o doseamento do CA-125 leva frequentemente a investigagbes diagndsticas
desnecessarias, muitas das vezes invasivas, causando transtornos fisicos e emocionais
as doentes, e acarretando, por vezes, riscos de morbimortalidade e um elevado
consumo de recursos (41). No entanto, numa amostra de mulheres saudaveis verificou-
se que o HE4 estava aumentado de forma isolada em 22% dos casos. Isto deve-se ao

facto dos niveis de HE4 serem influenciados por outros fatores, abordados adiante (41).

Os valores detetados de HE4 variam consoante a idade e o estado de pré ou poés-
menopausa, conforme previamente mencionado e de acordo com o ilustrado na tabela
1. O HE4 aumenta consideravelmente com a idade, sendo que mulheres com mais de
55 anos apresentam concentracdes de HE4 maiores que mulheres mais jovens, levando
consequentemente a uma menor especificidade em idades mais avancadas (39). A

idade comecga a constituir um fator de variacdo mais relevante nas mulheres poés-
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menopausa, visto que neste grupo o valor de HE4 entre as diferentes faixas etarias varia
mais comparativamente com o grupo pré-menopausa, em que a variagdo é minima.
Este aumento fisiolégico do marcador leva a necessidade da adaptagdo dos valores
referéncia do mesmo para as faixas etarias mais avancadas, de modo a evitar

resultados falsos positivos (39,42).

No que diz respeito a influéncia da menopausa isoladamente, isto €, sem o fator idade,
este biomarcador encontra-se mais aumentado nas mulheres pos-menopausicas. Isto
conclui-se devido a existéncia de diferenga significativa entre os niveis de HE4 em
mulheres da mesma faixa etéria, mas com diferente estado de menopausa (39,42).
Relativamente a estes fatores de variacdo, o CA-125 é apenas influenciado pelo status
hormonal, sendo maior nas mulheres em pdés-menopausa, ndo sofrendo alteracdes

significativas com a idade (42,43) .

Pré menopausa Pés-menopausa

Idade (anos) <30 | 30-39 | >40 >60 | 60-69 | 70-79 >80

Mediana (pmol/L) 46,2 42,5 50,5 | 50,7 59,9 66,9 113,4

Tabela 1. Variacdo da concentragdo sérica de HE4 nas mulheres pré e pds-menopausa.
Adaptado de Richard G. Moore et al. (2012) (44).

A utilidade do HE4 parece ainda ser superior ao CA-125 nas mulheres pré-menopausa,
pois este ultimo varia em casos de gravidez e, também, com o ciclo menstrual,
diminuindo a sua especificidade em mulheres em idade fértil (8). Os valores de HE4
alteram-se muito pouco com a gravidez, podendo eventualmente ser importante para o
estudo de massas anexiais durante esse periodo. No entanto, ndo ha resultados clinicos
conclusivos neste ambito para justificar a sua aplicabilidade (33). Do mesmo modo, a
relacdo do HE4 com o ciclo menstrual ndo € ainda clara. Existem estudos que
descrevem uma concentragédo menor do HE4 na fase folicular comparativamente com a
fase ovarica, enquanto outros mostraram ndo existir qualquer diferenca de

concentragdes do marcador entre as diferentes fases do ciclo menstrual (30).
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Um fator com muita influéncia nas concentragdes de HE4 é a fungao renal. Verificou-se
que os valores deste biomarcador aumentavam consideravelmente com a deterioragao
da funcdo renal, apresentado concentragbes proporcionais a diminuicdo da taxa de
filtragdo glomerular. Adicionalmente, estudos indicam que a produgdo de HE4 esta
associada a fibrose renal, sendo utilizado como um indicador para a mesma.
Evidentemente, no ambito do CO, o declinio da taxa de filtragdo glomerular constitui um
fator confundidor na interpretacéo dos valores de HE4. Comparativamente, o CA-125 é
menos influenciado pela fungao renal, apresentando apenas um ligeiro aumento em
casos de DRC (doenga renal crénica) avangada (31,45,46). Para contornar esta
influéncia pode associar-se doseamentos de Cistatina C aos do HE4. O aumento deste
marcador de fung¢do renal acompanha-se de um aumento da concentracdo de HEA4,
permitindo discriminar patologia neoplasica ovarica de patologia renal (45). Assim,
Chovanec et al. propbs a utilizagdo da seguinte equagéo para permitir fazer uma
avaliagao mais fidedigna do valor do biomarcador, em que o nivel de HE4 ¢ ajustado
consoante a taxa de filtragdo glomerular calculada com a formula CKD-EPI: HE4ren =
exp[In(HE4) + 2.182 x (eGFR-90) x 107]. HE4ren representa o nivel de HE4 ajustado

para doentes com taxa de filtragdo glomerular diminuida (47).

Ao contrario do CA-125, verificou-se que mulheres sob terapéutica com contracetivos
orais apresentavam valores de HE4 menores que utilizadoras de outro tipo de
contracegao. Deste modo, a interpretacdo dos valores deste biomarcador deve ser
cuidadosa nestas mulheres (48). No que diz respeito a terapia hormonal da menopausa,

a sua relagcdo com o HE4 nao é clara (49).

Fatores de risco cardiovasculares também influenciam os doseamentos dos
biomarcadores. Um estudo verificou que mulheres com diabetes e hipertensdo (HTA)
apresentavam niveis de CA-125 menores, o que levava a existéncia de falsos negativos.
Por outro lado, estes dois fatores ndo tém qualquer tipo de influéncia nos niveis de HE4
(50). Adicionalmente, apesar da evidéncia ser algo controversa, o indice de massa
corporal (IMC) aparenta nao ter influéncia na concentragao de HE4 ou CA-125 (51).
Todavia, o HE4 aumenta em pessoas com insuficiéncia cardiaca crénica de forma

proporcional a sua severidade (33).
O consumo de tabaco, tal como em outros marcadores tumorais, € um fator que

influencia diretamente os niveis de HE4, sendo estes 20-30% maiores nos fumadores

comparativamente com os ndo fumadores. Assim, averiguar se a doente é fumadora,
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ou nao, é de extrema importancia para uma avaliacao correta destes dados. Vale a pena

referir que, em oposicao, o CA-125 nao varia com o tabagismo (52).

Fator de variagao

CA-125

Referéncia

Endometriose
Adenomiose

Idade

Menopausa
Gravidez

Ciclo menstrual
Insuficiéncia renal
Contracetivos orais
Diabetes

HTA

IMC

Insuficiéncia cardiaca

Tabaco

> | | e [2on| Z

| @]  »e »e

(40)
(40)
(42)
(42)
(8,33)
(8,30)
(31,45,46)
(48)

(
(
(51)
(
(

Tabela 2. Fatores de variagdo de HE4 e CA-125. HTA: hipertenséo arterial; IMC: indice de massa

corporal.
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Papel do HE4 na oncogénese do cancro do ovario

Para além da sua utilidade como biomarcador tumoral, o HE4 tem uma extrema
relevancia na oncogénese desta neoplasia, através de uma diversa quantidade de
mecanismos. Em primeiro lugar, tem um papel importante na proliferagéo celular e no
crescimento tumoral. Varios estudos in vitro sugerem que o HE4 estd implicado na
regulacdo do ciclo celular das células neoplasicas. Um deles, demonstrou que o
silenciamento do HE4 levava a paragem do ciclo celular destas células em G0/G1 da
interfase, impedindo a passagem para a fase S. No entanto, ao serem estimuladas com
HE4 recombinante verificava-se que progrediam em grande quantidade para G2/M (53).
Concordantemente, Renquan Lu et al. (2012) demonstrou que o silenciamento do gene
HE4 conduzia a inibigdo da proliferagao celular in vitro e in vivo, através da diminui¢ao
da fosforilagéo da via EGFR/MAPK. Pelo estudo com ratos knockout para HE4 verificou,
ainda, que estes apresentavam um menor crescimento da neoplasia (30,54). O HE4
ativa ainda outras vias de sinalizagdo, tais como a JAK/STAT3 e PI3K/AKT, que estao
implicadas diretamente com os diversos mecanismos de oncogénese. Provou-se que a
sua inibicdo levava a diminuicdo da ativacdo dessas mesmas vias, diminuido
consequentemente a progressdo tumoral (55). Outro estudo, verificou ainda que a
diminuicdo da expressao do gene de HE4 levava a apoptose das células anomalas,

devido ao aumento da atividade da caspase-3 e a expressao da caspase-3 clivada (55).

No que diz respeito a angiogénese, o HE4 esta relacionado maioritariamente com duas
substancias, sendo elas o hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF1a) e o STATS.
Verificou-se que ao inibir o primeiro, que na presenca de hipoxia estimula o Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) e consequente a neovascularizagdo tumoral, os
niveis de HE4 diminuiam consideravelmente, demostrando que existe relagdo entre
ambos (3). O STAT3, ¢é ativado diretamente pela presenga de HE4 levando a ativagao

de substancias como a IL-8, que estimula igualmente a angiogenése (55).

Relativamente a metastizacdo, o HE4 contribui diretamente para a transicao epitélio-
mesenquimal (EMT), processo em que as células sofrem um processo de transformagéao
adquirindo um fendétipo de célula mesenquimatosa, mais indiferenciada, com maior
capacidade de migragao e invasao. Utilizando ratos knockdown para HE4 verificou-se
que a expressao de proteinas relacionadas com a EMT, tais como a E-caderina, N-

Caderina, Snail, e metaloproteinases 2 e 9, estava bastante diminuida (3). Além disto,
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o HE4 regula a expressdo de componentes de matriz extracelular tais como LAMC2 e

LAMB3, contribuindo também para o processo metastatico (56).

Por fim, o HE4 contribui para a imunossupressdo relacionada com o crescimento
tumoral, através principalmente da Programmed Cell Death Ligand 1 (PD-L1), que é
uma proteina co-inibidora da resposta imune. Um estudo recente demonstrou que o
aumento da expressao do HE4 levava consequentemente ao aumento da expressao de
PD-L1, tanto a nivel das células neoplasicas, como também dos macréfagos,

favorecendo a supresséao do sistema imune (57).

O estudo de todas as eventuais fungdes bioldgicas do HE4 relacionadas com a
oncogénese do CO, demonstra a possibilidade nao s6 de utilizar esta proteina como
alvo terapéutico (através, por exemplo, de anticorpos neutralizadores), mas também de
identificar varios outros alvos relacionados com a formagao da neoplasia, permitindo no
futuro o desenvolvimento de novas terapéuticas dirigidas (3). Atualmente, ja existem
estudos que exploram este potencial terapéutico do HE4. Em 2022, Jianli et al. utilizaram
nanocorpos anti-HE4 de modo a neutralizar a proteina em células neoplasicas.
Verificou-se que ao utilizar estes anticorpos como terapéutica dirigida, o HE4 perdeu a
sua fungao autdcrina. Consequentemente as células neoplasicas perderam viabilidade,
entrando em apoptose. Ao neutralizar o HE4, verificou-se a diminui¢gdo da expresséao de
BCL2 e o aumento de poly (ADP-ribose) polymerases (PARP) clivadas e p53,
justificando a indugao da morte celular. Adicionalmente, a utilizagao destes anticorpos
melhorava a resposta ao tratamento sistémico com cisplatina, sendo potencialmente util

0 uso conjunto de ambas as terapéuticas (58).
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Papel do HE4 no rastreio e diagnéstico precoce de CO

Atualmente cerca de 75% dos CO séao diagnosticados em estadios FIGO IlI-IV. Além
das terapéuticas sistémicas inovadoras, o diagnostico precoce permitiria impactar a
sobrevida global destas mulheres de forma significativa e, possivelmente, as taxas de
cura. Para tal o diagndstico deveria ser feito idealmente em estadio FIGO | ou, no limite,
num estadio FIGO Il precoce, o que requer a definicdo de um método de rastreio eficaz

de base populacional (30).

Devido a baixa incidéncia do cancro do ovario, os objetivos minimos projetados para um
método de rastreio de CO em estadios precoces sao uma sensibilidade maior que 75%
e uma especificidade de pelo menos 99,6 %. Apenas com estes valores se poderia
equilibrar o beneficio do rastreio com o risco de poder avangar para procedimentos
diagnosticos invasivos desnecessarios (59). Até a data nao foi possivel atingir uma
especificidade tdo elevada com os métodos existentes, e, provavelmente, nunca sera

possivel atingir esse valor utilizando cada biomarcador isoladamente (60).

Foi demonstrado previamente que o HE4 se encontra aumentado em cerca de 92% dos
doentes com cancro do ovario, apresentando uma sensibilidade idéntica, mas
especificidade superior ao CA-125, que como referido, é o atual biomarcador de eleigao
para esta doencga (26). Estudos publicados verificaram que o HE4 pode alcangar uma
sensibilidade de 67% e uma especificidade de 96% para a detecdo de CO (21).
Adicionalmente, numa meta-analise, o HE4 apresentou uma sensibilidade agrupada de
81% e uma especificidade de 91%, sendo superior ao CA-125 no diagnéstico da doenga
(61). Em estadios precoces, um estudou demonstrou que o HE4 apresentava uma
sensibilidade agrupada de 64% e uma especificidade agrupada de 87%. No entanto,
em estadios tardios, apresentou valores superiores de sensibilidade (89%), com uma
especificidade idéntica (86%) (2).

Uma meta-analise de 2022 que incluiu 38 estudos com um total de 14745 doentes,
demonstrou claramente a validade diagnéstica do HE4 sérico no CO. Verificou-se uma
sensibilidade combinada aceitavel de 0,79 e uma especificidade muito positiva de 0,92
para diagndstico de neoplasia ovarica. Foi calculada a AUC (Area under the curve) da
curva sROC (Summary receiver operating characteristics), que avalia o desempenho
global do teste, obtendo-se o valor de 0,88, demonstrando a sua capacidade

diagnodstica. Adicionalmente, para uma probabilidade pré teste de 60%, ter um valor de
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HE4 aumentado eleva a probabilidade pés-teste de ter cancro do ovario para 94%,
indicando um forte valor preditivo positivo. Para as doentes com niveis normais de HE4
a probabilidade pos teste diminui para 26%. Outro dado importante € o Odds Ratio
obtido de 43, o que significa que uma mulher com HE4 aumentado tem 43 vezes mais
probabilidades de ter cancro do ovario. Por fim verificou-se um likelihood ratio positivo
de 9,7 e negativo de 0,23, demonstrando que um teste positivo esta muito associado a
presenca de doencga, e um teste negativo associado a uma boa capacidade de descartar
doenca. Apesar de tudo, esta meta-analise detetou alguma heterogeneidade nos
resultados obtidos, cuja causa foi atribuida a etnicidade da populagédo estudada. Os
autores propdem a criagao de cut-off diferentes para cada etnia, de modo a poder obter
resultados mais fidedignos, constituindo este mais um fator a considerar na
interpretagdo do HE4 (8). Outra meta-analise confirmou esta heterogeneidade entre
etnias, adicionando que aparentemente o HE4 apresenta melhor precisdo diagnéstica
em mulheres asiaticas, comparativamente com todas as outras etnias. Verificou-se que
mulheres desta etnia apresentavam melhor especificidade, mas ligeiramente menor

sensibilidade que mulheres europeias e norte americanas (62).

Em comparagao direta com o CA-125, o HE4 apresentou uma sensibilidade ligeiramente
inferior, e uma especificidade e valor preditivo positivo (VPP) superiores. O elevado VPP
do HE4 é uma grande vantagem, pois garante que existam poucos falsos positivos. Isto
€ de elevada relevancia clinica pois as abordagens diagndsticas e terapéuticas em
doente com suspeita elevada de CO sdo comumente invasivas. Assim, a existéncia de
menos falsos positivos, leva a uma reducdo de procedimentos invasivos
desnecessarios, e consequentemente menos hospitalizagées, menor comorbilidade e

menores gastos (21).

A jungéo do HE4 ao CA-125 aumenta a sua capacidade diagndstica, apresentando num
estudo uma sensibilidade de 75,8%, especificidade de 93,5% e uma precisdo
diagnostica de 85,7%, valores muito superiores comparativamente ao CA-125 de forma
isolada (50). Adicionalmente, esta associagao auxilia a interpretagéo correta dos valores
de HE4 em mulheres fumadoras ou sob contracetivos hormonais, pois os valores de

CA-125 nao sofrem alteragbes nestes casos (35).

Um estudo de 2020 analisou 177 biomarcadores no diagnéstico de neoplasias ovaricas.
O HE4 foi o biomarcador isolado que demonstrou maior capacidade no diagndstico de
neoplasias malignas do ovario, obtendo-se uma AUC da curva ROC de 0,830, valor que

era superior comparativamente com os outros marcadores. Propds-se, no entanto, um

21



modelo baseado na utilizagdo conjunta do HE4 associado ao CA-125 e a um painel de
biomarcadores circulantes constituido por proteinas associadas a carcinogénese
(ITGAV, CXCL1, CEACAM1, IL-10RB), complementando-se ainda com a idade das
doentes. Verificou-se que este era o método com melhor performance diagnéstica, com
uma AUC da ROC de 0,868 (63).

No que diz respeito a idade, foi demonstrado que o HE4 é melhor biomarcador nas
mulheres mais jovens (menos de 50 anos), comparativamente a mulheres mais velhas.
Isto deve-se ao HE4 apresentar uma especificidade muito menor em mulheres de idade
superior, maioritariamente devido ao aumento fisiolégico que acontece com a idade. De
modo a colmatar a diminuicdo da especificidade, verificou-se que ao utilizar pontos de
corte ajustados para cada faixa etaria este parametro melhorou consideravelmente,
sendo por isso benéfico realizar este ajuste (41). Contrariamente, o CA 125 foi melhor
nas mulheres com idade superior a 50 anos. Neste estudo verificou-se ainda que, em
geral, o HE4 é superior no diagnédstico precoce da doenca, sendo que a associagdo com
o CA-125 aumentou muito a sensibilidade do teste, mas em contrapartida causou uma
diminuicao na especificidade, em especial nas mulheres com mais de 50 anos. Assim,
esta associagdo de CA-125 e HE4 é particularmente util nas mulheres jovens, onde
apesar de comprometer alguma especificidade, a sensibilidade foi de 100%, permitindo

detetar todos os casos de doenca (41).

Em mulheres com massas pélvicas, um estudo demonstrou que o HE4 é superior ao
CA-125 na distingdo entre massas ovaricas benignas e malignas, com uma
especificidade de 0,84 versus 0,57, mas com sensibilidades equiparaveis (0,79 versus
0,81) (64). Suri et al. demonstrou em 2021 que o HE4 era o melhor biomarcador
(comparando com CA-125 e o algoritmo ROMA) para diagnostico da doenga em
mulheres pré-menopausa, com um diagnostic odds ratio de 41,03, uma especificidade
de 0,90, e uma AUC de 0,91, valores superiores quando comparado com o grupo de
mulheres pds-menopausa. Outro estudo acerca deste subgrupo de mulheres verificou
que o HE4 apenas estava elevado em 2,3% de mulheres com massas benignas,
enquanto o CA-125 estava elevado em 37,1%, demonstrando de novo a vantagem da
elevada especificidade do HE4 como biomarcador tumoral (10,65). No entanto, Sun et
al., ao comparar o valor do HE4 nas mulheres pré e pds-menopausicas, verificou que
apresentavam sensibilidades e especificidades muito semelhantes entre os dois grupos,

com maior precisdo nas mulheres pés-menopausicas (62).
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Recentemente foi reportado que o nivel de HE4 entre doentes com mutagéo nos genes
BRCA1/2 é menor comparativamente com as que nao apresentam mutacgao. Isto podera
dever-se ao facto de as doentes sem mutacido apresentarem niveis superiores de
doencga microscopica, aumentando a carga tumoral total, e consequentemente os niveis
do biomarcador. Para além disso, verificou-se que niveis aumentados de HE4 estado
associados a presenga de carcinomatose micronodular, mais preponderante em

doentes sem mutagéo genética, conferindo pior progndstico (66,67).

Foi também estudada a influéncia da infegao por Sars-CoV-2 nos niveis de HE4, e foi
averiguado se o biomarcador continuava a ter a mesma utilidade em doentes infetadas.
Verificou-se que o HE4 estava aumentado em 48% de pessoas infetadas/infecao
recente sem cancro do ovario, no entanto o aumento era muito mais ténue (151-300
pmol/l), do que os valores detetados nas doentes oncoldgicos deste estudo
(>600pmol/l). Dado isto, o cut-off proposto para distinguir doentes que efetivamente
tenham cancro do ovario, de doentes que simplesmente estéo infetadas por Sars-CoV-
2, & de 328 pmol/L. Para além disso, ndo houve diferenca significativa de niveis de HE4
em pessoas vacinadas e nao vacinadas. Com isto, conclui-se que apesar da
interferéncia da COVID 19 neste marcador, a sua utilidade e eficacia permanecem
inalteradas. No entanto, € recomendado verificar se as doentes tém histéria de COVID-

19 recente, de modo a interpretar o biomarcador corretamente (68).

Em mulheres com endometriomas (endometriose ovarica) e nas quais se suspeite
simultaneamente de uma possivel neoplasia, o HE4 pode ter um papel importantissimo,
principalmente quando a ecografia transvaginal é inconclusiva. Num estudo sobre esta
tematica, as doentes foram divididas em 3 grupos: um grupo apenas com neoplasia
ovarica, outro com neoplasia ovarica e endometriomas, e outro apenas com
endometriomas. O HE4 estava aumentado em todos os casos dos dois primeiros
grupos, e encontrava-se normal no ultimo. Isto ndo se verificou com o CA-125 que se
encontrava aumentado em todos os grupos de doentes, demonstrando mais uma vez a

sua baixa especificidade, contrastando com a do HE4 (69).

No que diz respeito a neoplasias nao epiteliais o papel do HE4 é mais controverso. Um
estudo com doentes com neoplasias ndo epiteliais, tanto benignas, como malignas,
verificou que as doentes com patologia benigna apresentavam um valor médio destes
biomarcadores idéntico ao da com patologia maligna. Por outro lado, verificou-se que
os HE4 e CA-125 estavam aumentados significativamente em tumores malignos de
células germinativas. O estudo do papel dos biomarcadores nestas neoplasias é de

grande dificuldade devido a raridade das mesmas, no entanto, tendo em conta a
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evidéncia atual, os biomarcadores parecem pouco uteis no diagnéstico de neoplasias
nao epiteliais (70). Desta forma verifica-se que a heterogeneidade do cancro do ovario,
no que respeita as suas diversas formas histolégicas, dificulta o desenvolvimento de

biomarcadores universais para o rastreio destas neoplasias (3).

Esta dificuldade de diagnosticar de forma precoce o CO utilizando biomarcadores
relaciona-se também com as baixas quantidades destes que s&o secretadas por
tumores em estadios iniciais. No entanto, a sua libertagdo pode induzir uma resposta
imune, levando a produgao de anticorpos especificos para esses antigénios associados
ao tumor. Estes anticorpos poderao ser detetados de forma ainda mais precoce que os
proprios antigénios e constituir futuros biomarcadores do CO (71,72). Um estudo
investigou o possivel contributo do doseamento de anticorpos contra HE4 e de
complexos antigénio-anticorpo de HE4 em utilizagdo conjunta com o CA-125. Foi
demonstrado que a AUC da curva ROC melhorou e foram detetadas mais 20% de
neoplasias comparativamente com o seu uso isolado. Verificou-se que em estadios
iniciais os complexos antigénio-anticorpo de HE4 eram os mais detetados, enquanto em
estadios tardios os antigénios, isto é, o HE4, eram os mais frequentemente elevados.
Isto deve-se, provavelmente, a imunossupressao associada as neoplasias avangadas
e, também, ao ritmo acelerado de producdo de HE4 em casos de alto burden tumoral.

Estudos mais antigos também ja tinham utilizado esta técnica para o CA-125 (73,74).

A utilizagdo de biomarcadores, entre eles o CA-125 e o HE4, associados a exames de
imagem, em especial com a ressonancia magnética de contraste dinamico (DCE-MRI),
melhorava a capacidade diagnostica em cancros do ovario avangados

comparativamente com o wuso desses recursos de forma isolada (75).

O doseamento do HE4 na urina também tem vindo a ser alvo de estudos, demonstrando
poder constituir mais um recurso a ser utilizado no diagnéstico de CO. O doseamento
urinario apresenta algumas vantagens comparativamente ao soro, tais como: a colheita
indolor e que pode ser realizada em qualquer lugar de forma facil; ter um proteoma mais
simples comparativamente ao soro; a urina nao ser tao influenciada pelos mecanismos
homeostaticos como o sangue, sofrendo menos altera¢gdes na sua concentragéo (76).
Uma meta-andlise verificou que este doseamento apresentava uma sensibilidade
agrupada de 0,80, especificidade agrupada de 0,93 e AUC da curva ROC de 0,94 (8). A
combinagéo do doseamento urinario do HE4 e CA-125, onde bastava um ser positivo,
apresentou uma sensibilidade superior a utilizagdo separada. Apesar de ser necessaria

mais evidéncia cientifica acerca do doseamento urinario destes biomarcadores, esta
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abordagem constitui uma possivel estratégia point-of-care de rastreio ndo s6 em
mulheres sintomaticas, mas também para mulheres assintomaticas em alto risco, por
exemplo com mutagdo BRCA-2, indicando quais devem ser submetidas a um estudo

mais aprofundado para uma possivel neoplasia ovarica (76).
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Tabela 3. Desempenho diagndstico de HE4, CA-125 e do algoritmo ROMA de acordo com os
diversos estudos. Legenda - S: Sensibilidade; E: Especificidade; AUC: Area under the curve;
REF: referéncias; PM: Mulheres em pré menopausa: M: Mulheres em menopausa; T: Todas as

mulheres; U: Doseado na urina
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Ao analisar a Tabela 3, verifica-se que grande parte dos estudos demonstram um
elevado valor diagnostico do HE4. No entanto, € evidente uma heterogeneidade nos
valores apresentados nos diversos trabalhos. Esta heterogeneidade podera dever-se a
varios fatores, entre eles, a utilizacdo de doentes em diferentes estadios de neoplasia
ovarica, sobrestimando ou subestimando o valor do marcador, os diferentes tipos
histolégicos em estudo, a utilizagao de pontos de corte diferentes entre eles, a etnia das

populagdes estudadas e, também, a utilizagdo de métodos de detegao diferentes (62).
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Papel do HE4 no prognéstico pré-operatorio

Os biomarcadores para além de um papel importante no diagnéstico, sao importantes
também na definicao do progndstico da doenga. Desta forma, através da interpretagao
de valores pré-operatorios, é possivel estratificar doentes em niveis de risco no que diz
respeito ao potencial sucesso terapéutico, permitindo prever o desenvolvimento da
doenca, avaliar a ressecabilidade da massa tumoral (e consequentemente o sucesso

cirurgico) e, ainda, a sensibilidade a terapéutica com sais de platina (22).

Uma area em que o HE4 pode ter bastante a utilidade é na selecdo de doentes que séo
bons candidatos a cirurgia primaria. Habitualmente, em 80% dos doentes submetidos a
cirurgia primaria, obtém-se uma ressecao RO. No entanto, nos restante 20%, a escolha
de realizar cirurgia primaria ndo foi a correta, perdendo-se tempo, recursos,
prejudicando o estado clinico, e consequentemente a sobrevida de uma doente que
teria recebido um tratamento otimizado se tivesse sido submetida a quimioterapia
neoadjuvante seguida de cirurgia de intervalo. Um estudo de 2022 estudou a utilidade
do doseamento de HE4 neste contexto e verificou-se que o ponto de corte ideal, para a
previsao de uma boa candidata a cirurgia, seria de 170 pmol/l, com um valor preditivo
negativo de 81%. Isto na pratica significa que em doentes com HE4 menor que 170
pmol/l a cirurgia primaria é realizada com sucesso em cerca de 80% dos casos. Por
outro lado, se o HE4 for superior a 170 pmol/l, a deciséo terapéutica logica é nao realizar
cirurgia primaria, mas sim quimioterapia neoadjuvante seguida de cirurgia de intervalo.
Outros estudos realizados chegaram a mesma concluséo, variando os pontos de corte
utilizados (84,85).

O valor de HE4 pré-operatério permite também prever com qualidade a sensibilidade
aos sais de platina, apresentando uma AUC de 0,627, sendo melhor que o CA-125 que
apresenta uma AUC de 0,547 (86). Outro estudo, demostrou igualmente a capacidade
de avaliar a sensibilidade a platina, comprovado por uma AUC de 0,644. Esta
capacidade de prever a resposta ao tratamento sistémico é bastante util, pois a
resisténcia a quimioterapia condiciona um pior prognéstico. Mais de 25% dos doentes
apresentam resisténcia primaria aos sais de platina, levando a uma resposta sub-6tima,
a uma progressao da doenga durante o tratamento, ou uma recorréncia precoce apos
tratamento (86). Nassir et al. demonstrou que valores altos de HE4 e CA-125 antes do
tratamento estavam associados a uma pior resposta ao tratamento sistémico com

derivados da platina (87). Para além disso, verificou-se que doseamentos de HE4
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previamente a cirurgia, superiores a 500 pmol/L estavam significativamente associados

a uma diminui¢cdo da sobrevida aos 5 anos, com redugéo de 59% para 29% (7).

Um estudo realizado por Daniela Furrer et al. em 2019, demonstrou que o HE4 pré-
operatorio apresentava uma boa capacidade para identificar mulheres com alto risco de
morte. Foi definido o cut-off de 277 pmol/L, acima do qual as mulheres apresentavam
um maior risco de morte. Verificou-se, no entanto, que esta associagao era mais forte
em mulheres com carcinoma do subtipo seroso, aumentando a capacidade preditiva
dos fatores prognosticos pré-operatorios utilizados rotineiramente na pratica clinica
(idade, estadio FIGO, tipo histoldgico, grau do tumor). O mesmo nao se verificava nos
outros subtipos, em que, ajustando para esses outros fatores de prognéstico, a utilidade
do HE4 era somente marginal (88). Um estudo com 48 doentes tratadas com cirurgia
primaria de citorredugéo, demonstrou uma correlagédo significativa entre a sobrevida

global (SG) e livre de progressao (SLP) e os valores de HE4 pré-operatérios (86).

Demonstrou-se também que os niveis pré-operatérios de HE4 permitem distinguir
doentes com elevada carga tumoral dos com uma carga tumoral mais reduzida, com
elevada significancia estatistica (p<0,0001). Os autores destes estudos demonstraram
assim que doentes com HE4 aumentado apresentam maior carga tumoral na cirurgia,
mas também objetivada por PET/CT (Positron  Emission Tomography -
Computed Tomography) pré-operatoria (25,89). No que diz respeito a metastizagéo,
verificou-se que valores de HE4 superiores a 472 pmol/l estdo associadas a maior

probabilidade de ja existir envolvimento ganglionar no pré-operatério (84).
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HE4 na monitorizacao do tratamento do cancro do ovario

A monitorizagdo da terapéutica instituida € de grande importancia, especialmente em
doentes sob quimioterapia neoadjuvante, de modo a poder inferir acerca sucesso do
tratamento (19). Tradicionalmente o CA-125 é o biomarcador mais usado para este
propésito, no entanto, o HE4 cada vez mais apresenta um papel importante na

monitorizagao destas doentes (19).

Como previamente exposto, o sucesso terapéutico depende de uma cirurgia sem tumor
residual macroscopico (R0O) e de uma adequada resposta a quimioterapia com sais de
platina. Visto que o HE4 neste contexto é secretado por células ovaricas malignas e do
microambiente tumoral, uma remocao eficaz do tumor, bem como uma resposta positiva
ao tratamento sistémico, estara associada a uma diminuigdo dos niveis de HE4 (90).
Um estudo de 2018 demonstrou que para além dos valores pré-operatérios de HE4, a
normalizagdo ou ndo dos mesmo no fim de todo o tratamento esta diretamente
relacionado com a SLP e com a SG. Demonstrou ainda que a diminuigdo de 50 % do
valor em doentes com tratamento neoadjuvante para cirurgia de intervalo estava
associado a um forte poder progndstico, verificando-se nestes casos de sucesso
terapéutico, o aumento tanto da SLP como da SG. Estes dados mostram a importancia
dos doseamentos nao s6 numa fase inicial, mas também de forma seriada durante o

tratamento sistémico (86).

Rong et al. em 2021, estudaram a relagéo entre a clearance de HE4 e do CA-125 em
doentes sob quimioterapia adjuvante, com a sensibilidade a platina, a SLP aos 2 anos,
a SLP durante todo o tempo de seguimento, e a sobrevida global (SG).
A clearance foi considerada como a diminuigdo da concentragdo de base dos
marcadores em mais de 90% ou a sua normalizagdo. Verificou-se que a clearance do
HE4 a partir do terceiro ciclo de quimioterapia, e a clearance do CA-125 a partir do
primeiro ciclo de quimioterapia apresentavam a maior associagao estatisticamente
significativa com a SLP e a SG, apresentando, entdo, elevado valor prognéstico na
monitorizagao terapéutica (90).

No que diz respeito a avaliagdo da sensibilidade a platina o estudo provou que a
clearance do HE4 apds o terceiro ciclo era estatisticamente superior a clearance do CA-
125 apos primeiro ciclo, mas inferior a associagdo de ambos os marcadores. Esta
associagao apresentava uma sensibilidade de 100%, permitindo assim que 100% dos

doentes com cancro do ovario que ndo apresentassem clearance de HE4 no terceiro
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ciclo e de CA-125 no primeiro ciclo, fossem classificados como resistentes a platina.
Dado isto € recomendavel fazer o doseamento destes marcadores durante o tratamento
de quimioterapia adjuvante. Apesar de tudo, ainda ndo existem estudos que comprovem
que alterar a estratégia terapéutica em doentes com fraca diminuigdo dos
biomarcadores seroldgicos (classificados como resistentes a platina) traga beneficio nos
resultados clinicos das doentes (90). Um estudo verificou que o valor minimo de HE4
em doentes que desenvolvem resisténcia a platina é significativamente elevado. Para
além disso, doentes com um valor minino mais elevado (neste estudo HE4 superior a
56,58pmol/l) estavam associados a menor tempo livre de platina, ou seja, a um menor
tempo entre a ultima dose de tratamento sistémico a base de platina e o aparecimento

da recorréncia (25).

Em 2020, Potenza et al. tentou identificar, através do doseamento de HE4 e CA-125, a
capacidade de estes avaliarem a resposta a terapéutica sistémica e também a possivel
recorréncia durante a mesma, em 78 doentes apds cirurgia primaria ou cirurgia de
intervalo. Estes doseamentos foram realizados a data do diagndstico e apds cada ciclo
de quimioterapia. Através da realizagéo de TC (tomografia computorizada), verificou-se
que a totalidade dos doentes com boa resposta a quimioterapia, apresentavam uma
normalizagcao dos valores de HE4 e de CA-125 apds o quarto ciclo de terapéutica
sistémica, sendo que diminui¢do do HE4 durante o tratamento foi mais rapida que o CA-
125. Em pacientes com ma resposta ao tratamento, a detecdo de um aumento nos
marcadores é mais precoce no HE4. Apesar de uma melhor performance do HE4, os
autores recomendam o doseamento de ambos os marcadores na monitorizagao

terapéutica destes doentes (91).

Comparando com o CA-125, um estudo de 2022, demonstrou que o HE4 era equivalente
a este na monitorizagdo das doentes. O estudo recomenda que seja feita a
monitorizagdo da doenca com o biomarcador que esteja mais elevado a data do
diagnostico na doente em especifico. Em casos em que ambos apenas estdo
ligeiramente elevados, o doseamento e interpretacdo de ambos os marcadores é a

estratégia mais eficaz (19).

Foi provado também que a combinagéo de HE4, com CA-125 e imagens obtidas por TC
€ a abordagem mais eficaz para prever a presenga de tumor residual apds quimioterapia
(60). Para além disso, outro estudo verificou que doentes com tumor residual apds
cirurgia apresentavam o HE4 elevado, sendo significativamente alto em casos com

tumor residual de tamanho maior que 10mm (92).
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Um trabalho investigou a influéncia do HE4 na resisténcia a quimioterapia, utilizando
clones de células neoplasicas, chegou a varias conclusdes. Verificou-se que em
linhagens celulares que possuem ja elevada resisténcia a quimioterapia por outros
mecanismos, como € o caso da linhagem OVCAR, o HE4 tinha um impacto minimo. No
entanto, noutra linhagem denominada por SKOV3, a expressao aumentada de HE4
influenciava mecanismos apoptoticos, aumentado a resisténcia a terapéutica sistémica.
Para além disso verificou-se que, diminuindo a transcrigao do gene do HE4 utilizando a
técnica de CRISPR/Cas, foi possivel diminuir a resisténcia a quimioterapia nessas
células. Ainda neste estudo, verificou-se uma grande variedade de mecanismos através
dos quais o HE4 promove a resisténcia a terapéutica. Entre eles destacam-se a
desregulagdo da via de sinalizaggo MAPK, que é ativada de forma constitutiva,
promovendo a sobrevivéncia das células neoplasicas e a resisténcia terapéutica.
Adicionalmente, refere-se que a sobre-expressdo de HE4 afeta a organizagéo e as
dindmicas da tubulina, levando a uma possivel desestabilizacdo dos microtubulos, e
consequente diminuicao da eficacia de alguns quimioterapicos, como o paclitaxel.
Clinicamente, estes dados sdo importantes pois demonstram, uma vez mais, a
necessidade da determinagao dos niveis plasmaticos de HE4 durante o tratamento com
quimioterapia de modo a prever a resisténcia a mesma. Para além disso, o uso de
técnicas como o CRISPR/CAS para inibir a transcricdo de HE4, podera ser muito util no
futuro de modo a aumentar a eficacia do tratamento sistémico, ao diminuir a resisténcia

aos agentes de quimioterapia (93).
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Papel do HE4 na recorréncia

O uso de biomarcadores para detecio precoce de recorréncias, antes de qualquer tipo
de sintoma, é de grande importancia, pois nesta doenga, mesmo em casos de sucesso
terapéutico, isto é cirurgia RO, existe recorréncia em 25% dos doentes com estadios
precoces e em 80% com estadios avangados (30). Devido a esta grande probabilidade
de recorréncia, e mau prognéstico que isso acarreta, torna-se imperativo o
desenvolvimento de biomarcadores que a detetem precocemente e permitam uma

atuacéo terapéutica atempada (22).

Atualmente o CA-125 é o biomarcador mais utilizado neste ambito, tendo sido
demonstrado previamente que este pode aumentar até 4,8 meses antes do
aparecimento de uma recorréncia clinica (94). O CA-125 isoladamente, com um ponto
de corte de 35 U/ml, apresenta uma sensibilidade de 63,39% e uma especificidade
86,79% de na detegao precoce de recorréncias (22). Da mesma forma, existem estudos
que tentam demonstrar a aplicabilidade do doseamento de HE4 com o mesmo intuito,
comparando-o varias vezes com o biomarcador de referéncia, o CA-125. A evidéncia
acumulada aponta para o HE4 como um indicador mais precoce da detecdo de
recorréncia do cancro do ovario, comparativamente com o CA-125, apresentando uma

maior sensibilidade e especificidade para a mesma (2,86).

Num trabalho de Chudecka-Gtaz et al. foram estudados 188 doentes com cancro do
ovario e verificou-se que as doentes com valores mais elevados de HE4 ao diagndstico,
apos cirurgia, e apos quimioterapia, tinham um maior risco de recorréncia ao longo do
tempo (92). No que diz respeito a pontos de corte, Furrer et al. demonstrou que doentes,
a data do diagnostico, com valores de HE4 maiores que 277 p/mol e CA-125 maiores
que 282 IU/ml, para além de apresentarem maior risco de morte, apresentavam risco
aumentado para recorréncia de cancro do ovario (88). Outro estudo verificou que todos
os doentes que estavam vivos 3 anos apds a primeira recorréncia da doenga tinham um
HE4 inferior a 199,20 pmol/l no momento da detecdo da mesma. Isto permitiu concluir
que o valor do HE4 aquando da detecdo da primeira recorréncia da doenca esta

fortemente associado (p=0,002) a sobrevivéncia das mulheres (25).
Num estudo com 8 mulheres seguidas durante 20 meses ap0ds cirurgia de citorredugéo

primaria, 5 dessas tiveram um aumento significativo nas concentragées de HE4 e CA-

125. Este aumento era preditivo de recorréncia da doenga. Neste estudo, o aumento do
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HE4 foi 5 a 8 meses mais precoce que o de CA-125 (95). Outro trabalho chegou a
conclusdes semelhantes, no que respeita a elevagao mais precoce do HE4 em caso de
recorréncia, sendo especialmente util em doentes com neoplasias que ndo expressam
CA-125 ao diagndstico (96). O HE4 apresentava também uma variagdo maior em casos
de recorréncia (76%), comparativamente com o CA-125, que apresentava um aumento
de apenas 40% (97). Laskhsamann et al. demonstrou que o doseamento de HE4 no
soro apresentava uma sensibilidade equivalente ao CA-125 (85,3% vs 84,3%) mas uma
especificidade maior (91,4% vs 70,2%) na detegéo de recorréncia da doenga, com um
aumento do marcador 3 meses mais precoce, comparativamente ao CA-125 neste
contexto (98). Todavia, tal como em outras fases da doenca, a melhor abordagem na
detecdo da recorréncia precoce parece ser a analise conjunta de biomarcadores séricos
com a combinagado do CA-125 e HE4, o que permite aumentar a capacidade preditiva

face ao uso dos marcadores de forma isolada (19).

Outra estratégia de combinagéo de técnicas para a detegdo nao s6 de recorréncias,
mas também de metastases de cancro do ovario, é a utilizagao simultanea da PET/FDG
com o CA-125 e o HE4, com sensibilidade e especificidade de 100%. Neste estudo, foi
também possivel evidenciar uma correlagdo estatistica entre o valor maximo de
captacdo na PET e os niveis de HE4, demonstrando mais uma vez a utilidade do
biomarcador no diagnostico de recorréncias e metastases, mas também a sua relagéo

com a atividade das células de CO (99).

34



Utilizagao conjunta do HE4 com CA-125 e algoritmos

diagnosticos

Apesar de, como ja foi discutido, o HE4 ter utilidade no cancro do ovario de forma
isolada, também ficou evidente que a sua associacdo ao CA-125 parece melhorar a sua
capacidade preditiva. Adicionalmente, este biomarcador pode ser utilizado em

algoritmos multifatoriais, criados de para otimizar a aplicagéo dos biomarcadores

Um dos primeiros algoritmos a ser criado foi o Risk of Malignancy Index (RMI), proposto
em 1990 por Jacobs et al. (100) que associa o CA-125, o estado de menopausa e dados
ecograficos. Foi demonstrado previamente que um RMI maior que 200 estava associado
a um alto risco de diagndstico de cancro do ovario, com uma sensibilidade de 85,4% e
uma especificidade de 96,9% (35). Varios estudos sugeriram altera¢des ao algoritmo, o
que trouxe melhorias discretas a capacidade do teste, como por exemplo o aumento do
ponto de corte para 250, que permitiu um aumento ligeiro da especificidade, ou até a
inclusdao do tamanho da massa (maior diametro em centimetros) na formula (35). Outro
algoritmo mais recente é o Risk of Malignancy Algorithm (ROMA) desenvolvido em 2009
por Moore et al. que associa o HE4, o CA 125 e o estado de menopausa, permitindo
categorizar mulheres com uma massa pélvica como de alto risco ou de baixo risco para
cancro do ovario (101). As formulas de ambos os algoritmos encontram-se explanadas

na figura 2.

Foérmula para calculo do RMI

RMI = U x M x [CA125]

Férmula para calculo do ROMA
Pré menopausa: IP = -12.0 + 2.38 x LN [HE4] + 0.0626 x LN [CA125]
Pés-menopausa: IP = - 8.09 + 1.04 x LN [HE4] + 0.732 x LN [CA125]

Valor ROMA (%) = elP/[1 + elP] x 100%

Figura 2: Formulas para o célculo do RMI e ROMA. Legenda: U - ultrasound score (U=0 se
score=0; U=1 se score=1; U=3 se score=2 a 5); M - estado de menopausa (Pré-menopausa=1;

Pés-menopausa=3). IP - indice preditivo LN - logaritmo natural e - base do logaritmo natural.
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No que diz respeito ao ROMA, aplicando o cut-off sugerido pelos autores, sempre tendo
em conta a possivel existéncia de algumas variagbes dependendo do método de
testagem, mulheres pré-menopausa com score superior a 13,1% e pds-menopausa com
score superior a 27,7% sao consideradas como de alto risco para cancro do ovario.

Estes mesmos autores demonstraram uma sensibilidade média de 93,8%, sendo que
as mulheres em pré e pds-menopausa apresentavam sensibilidades diferentes no
diagnodstico de CO, de 88,9% e 94,6%, respetivamente (101). Adicionalmente, foi
demonstrado previamente que o ROMA era mais eficaz que o uso dos biomarcadores
isolados no contexto de estratificagcao de risco de malignidade pré-operatério (102). No
entanto, dois estudos demonstraram que o algoritmo ROMA n&o so era superado, como
também nao acrescentava informagao na caracterizagcdo da massa ovarica, quando
comparado com uma avaliagéo ecografica subjetiva da doente, ou seja, nao utilizando

o ultrasound score (103,104).

Um estudo propés uma modificagdo ao algoritmo ROMA, denominada por ROMA P, que
ao contrario do original utiliza a idade do doente e ndo o estado de menopausa. Esta
alteragao justifica-se pela variabilidade regular que o HE4 apresenta com o aumento da
idade da doente. Esta modificagdo apresentou uma maior especificidade € um maior
valor preditivo positivo que o original, mas, no entanto, a sensibilidade e o valor preditivo
negativo eram menores. No que diz respeito a AUC esta era muito similar (0,934 para o
ROMA e 0,923 para o ROMA P) (105). Karlsen et al. Em 2015, sob o nome de
Copenhagen Index (CPH-I), propds basicamente o0 mesmo algoritmo, verificando-se que
0 uso da idade, nao s6 era mais simples e intuitivo que o uso do estado de menopausa,
como também apresentava uma AUC ligeiramente superior ao ROMA convencional
(106).

Quando comparado com o RMI, o algoritmo ROMA apresentou, no geral, maior
sensibilidade no diagndéstico de cancro do ovario, algo que era ainda mais significativo
quando se tratava de cancros em estadios precoces (FIGO I/11) (33). Vale a pena referir
que, como o algoritmo ROMA nao tem em conta qualquer tipo de dados ecograficos, ao
contrario do RMI, este torna-se de maior importancia em locais onde o acesso a
ecografia € limitado (82). Ja foram efetuados estudos no sentido de avaliar se a
efetividade do RMI com a utilizagdo do HE4, em vez do CA-125, melhoraria a
capacidade discriminativa do teste. No entanto, ndo foram detetadas melhorias

estatisticamente significativas (33).
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Varios estudos efetuaram comparagbes entre os varios biomarcadores e indices
existentes no contexto da doenga, de modo a averiguar qual era o método mais fiavel
para a possivel identificagdo de massas malignas. Um trabalho realizado em 2022 por
Arora et al. comparou o poder de diagnéstico de neoplasia do ovario em doentes com
uma massa pélvica entre o CA-125, o HE-4, o ROMA e o RMI. O ROMA apresentou
uma precisao diagnostica superior aos outros classificando corretamente 69,5% das
massas pélvicas, enquanto o HE4 e o CA-125 isolados apenas identificaram 66,5% e

54,5%, respetivamente (82).

Um estudo de 2022 investigou a precisdo diagndstica do HE4 isoladamente, em
conjunto com o CA-125 ou incluido no algoritmo ROMA, numa populagéo de mulheres
sintomaticas em contexto de cuidados de saude primarios. Em geral, o algoritmo ROMA,
que neste estudo se aplicou utilizando a idade (mais ou menos de 50 anos), apresentou
a maior performance diagnéstica com uma AUC de 0,96, revelando-se melhor que os
outros biomarcadores isolados. Em mulheres com menos de 50 anos, a combinagao do
HE4 e do CA-125, em que bastava um estar aumentado para indicar malignidade, foi o
método superior, apresentando uma sensibilidade de 100% (diagnosticou todos os
casos). Nas mulheres com mais de 50 anos, a combinagdo do HE4 com o CA-125
apesar de elevar a sensibilidade comparativamente com os marcadores isolados, levou
a uma grande diminuicdo da especificidade. Assim, nesta faixa etaria, o algoritmo
ROMA voltou a ser o melhor método diagndstico, com uma sensibilidade 84,4% e uma
especificidade de 87,2% (41).

Estratificando as mulheres por estado hormonal, verificou-se que nas pré-menopausa o
HE4 e ROMA tinham maior especificidade que o CA-125 e RMI para o diagndstico do
CO, no entanto eram menos sensiveis que estes ultimos. Assim, neste grupo, caso uma
mulher apresente um ROMA e HE4 baixo, muito provavelmente tera uma massa sera
benigna. No pds-menopausa, neste estudo, o HE4 apresentou a maior especificidade
de todos (88%), e o CA-125 a maior sensibilidade (86%), sendo a sensibilidade do
ROMA equiparavel a este marcador. O estudo refere que mulheres na menopausa, com
um ROMA alto e elevagéo do CA-125 tém quase garantidamente uma massa pélvica
maligna (82). Para este mesmo grupo de mulheres (pés-menopausa), Arpita Suri et al.
em 2021, demonstrou que o ROMA tinha a maior capacidade diagnéstica comparado
com o HE4 e CA-125, com um diagnostic odds ratios de 44,04, uma sensibilidade de
0,88 e uma AUC de 0,94, comparativamente com um diagnostic odds ratios de 41,03,
uma sensibilidade de 0,73 e uma AUC de 0,91 para o HE4 (10). O CA-125 ¢
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particularmente preciso neste grupo de mulheres, demonstrando em alguns estudos ser
superior ao ROMA (78).

Um estudo verificou que utilizar pontos de corte de HE4 e ROMA superiores aos
utilizados por rotina, aumentava consideravelmente o VPP e VPN de ambos os
métodos, melhorando a precisao diagndstica. Ao aumentar os pontos de corte do ROMA
houve, nas mulheres mais jovens, uma diminuigao da proporgao de falsos positivos de
33% para 5,2%, e de 12,7% para 5,8% nas mais velhas. Neste estudo o algoritmo

ROMA superou o HE4 tanto em mulheres pré como pés-menopausa (102).

No que diz respeito a detecao precoce de recorréncias, 0 ROMA mostrou-se também
superior ao uso do HE4 e CA-125 de forma isolada, apresentando uma sensibilidade de
90,59% para um cut-off de 17,07%. Valores de Roma superiores a 34,71% estavam

ainda associados a uma menor sobrevivéncia livre de recorréncia (107).

Apesar de tudo isto, a evidéncia n&o é clara no que diz respeito a qual a melhor
abordagem diagndstica. Contrariamente a alguns estudos ja referidos, em que o ROMA
era a abordagem mais precisa, um estudo realizado por Aslan et. al demonstrou que o
HE4 era a melhor estratégia para auxilio no diagnéstico de cancro do ovario. Este
biomarcador, quando comparado com o ROMA, CA-125 e com ecografia (ultrasound
score), apresentava a melhor AUC (curva ROC), sensibilidade, especificidade, VPP e
VPN. Todos os métodos apresentavam especificidades altas (75%-98%), com excegao
do CA-125, que tinha uma especificidade menor (49,2%). As sensibilidades eram em
equiparaveis entre eles. Apesar de tudo, o estudo demonstra que qualquer uma das
quatro abordagens pode ser utilizada com eficacia, pois todas apresentam AUC
relativamente altas (CA-125: 0,794; HE4: 0,900; Ecografia: 0,794; ROMA: 0,893),
propondo ainda que se beneficia bastante de uma abordagem integrada utilizando os

diversos métodos apresentados (83).

Foi estudado também um modelo utilizando de forma conjunta o CA-125 e o HEA4,
associados ao nivel de estradiol (E2), para o diagndstico precoce de cancro do ovario
em mulheres pds-menopausa. O estradiol em mulheres com neoplasia ovarica
apresenta-se bastante diminuido comparativamente com mulheres com massas
pélvicas benignas. Este modelo mostrou-se melhor comparativamente com o uso
isolado dos biomarcadores, sendo calculada uma AUC de 0,97, superior a AUC

calculada para o HE4, que foi de 0,88. A inclusdo neste modelo de diagnéstico do
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doseamento de progesterona, que tal como estradiol esta associada a carcinogénese

do CO, néo se mostrou vantajosa (108—110).

O CEA, um biomarcador comummente utilizado em outras neoplasias como o cancro
colorretal, pode ser utilizado em conjunto com o HE4. Um estudo utilizando machine
learning, em que foram investigadas, de entre 48 variaveis, quais as mais uteis no
diagnostico de CO, verificou que esta combinagdo de biomarcadores era eficiente. O
CEA é particularmente util em casos em que o HE4 ndo se encontra elevado, pois
mulheres com massa pélvica com HE4 normal, mas CEA aumentado, tém uma
probabilidade elevada de ter uma massa maligna. A AUC desta associagao foi
ligeiramente superior ao algoritmo ROMA, com a vantagem acrescida de ser uma forma

mais intuitivo e simples de estratificacao de risco para o uso clinico quotidiano (111,112).
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Conclusao

O cancro do ovario é a neoplasia ginecoldgica mais mortal atualmente (1). Grande parte
desta mortalidade deve-se a auséncia de estratégias eficazes no diagndstico precoce,
prognostico, monitorizagdo e seguimento destas doentes (13). Os biomarcadores
séricos constituem uma opgao bastante valida de colmatar estes problemas, sendo
atualmente mais utilizado o CA-125, que apesar de recomendado pelas diversas
sociedades de oncologia, apresenta algumas fragilidades, tais como o seu aumento
numa grande variedade de situagbes, benignas ou malignas, levando a uma
especificidade aquém do necessario (23). Assim, esta revisao teve como objetivo a
exposicao da informagao disponivel acerca da utilidade da utilizagdo do HE4 como

biomarcador tumoral no cancro do ovario.

O HE4 é uma glicoproteina que para além de estar presente em varios tecidos normais,
€ produzida e libertada pelas células tumorais e respetivo microambiente tumoral,
podendo posteriormente ser doseada no soro (27,28). Atualmente néo existe nenhum
método estandardizado de doseamento do marcador, como também n&o existem pontos

de corte bem definidos para cada um dos propositos da sua utilizagao (35).

O HE4, através da interferéncia num grande numero de vias de sinalizagao celular, tem
também um papel importante na oncogénese tumoral. Contribui para proliferagao
celular, crescimento tumoral, inibicdo da apoptose e promogao da angiogénese, bem
como para a modulagdo da resposta imune e metastizagéo (53,55,56,113). Este
conhecimento podera permitir o desenvolvimento de novas estratégias de terapéutica
dirigida, seja através da inibicdo direta do HE4, ou da transcrigdo do seu gene,
constituindo uma utilizagdo promissora do HE4 para melhorar o outcome das doentes
(58).

As concentracées de HE4 aumentam bastante com a idade, sendo este aumento mais
acentuado na pos-menopausa (39). Outros fatores que influenciam as concentragbes
do HE4 séao o declinio fungao renal, tabagismo, utilizagdo de contracetivos hormonais,
entre outros (31,45,46,52). Assim, uma histéria clinica completa é indispensavel, de
modo a interpretar os valores de HE4 consoante estas condigdes. No entanto,
contrariamente ao CA-125, este permanece maioritariamente inalterado na presenca de

patologia ginecolégica benigna, como endometriose, na gravidez e diversas fases do
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ciclo menstrual, tornando-o util para a distingdo entre massas benignas e malignas, e

também para a avaliacdo de mulheres em idade fértil (40).

A descoberta de novas estratégias que contribuam para o diagndstico precoce de CO é
uma das melhores op¢des para diminuir a mortalidade da doenga (30). Apesar de ainda
nao existir nenhum teste que apresente os valores minimos necessarios para um teste
de rastreio eficaz, o HE4 apresenta bastante potencial na detecédo desta neoplasia (59).
Este apresenta sensibilidade alta, mas muitas das vezes idéntica ou menor,
comparativamente ao CA-125. No entanto, é a sua especificidade bastante elevada, e
consideravelmente superior a do CA-125, que o destaca, conferindo-lhe grande valor
na distingdo de patologia benigna da maligna (26,61). No que diz respeito ao
desempenho do HE4 consoante o estado de menopausa, a evidéncia nao € clara,
variando bastante o subgrupo de mulheres em que o HE4 é mais eficiente consoante
os estudos (62). No entanto, tende a sé-lo mais nas mulheres mais jovens, devido a
diminuicdo da especificidade com a idade, consequéncia do aumento fisioldgico do HE4
com a mesma. Para colmatar isto basta a criacdo de pontos de corte especificos para
cada faixa etaria, mas também adaptada a etnia das doentes. O CA-125 tem maior
capacidade diagnédstica nas mulheres pés-menopausa (41). O contributo do HE4 no
diagnéstico aplica-se principalmente a neoplasias epiteliais, visto que a sua capacidade
diagndstica nas neoplasias nao-epiteliais é bastante fraca (70).

E promissor também o doseamento do HE4 na urina. No entanto, apesar de apresentar
resultados muito positivos nos estudos ja realizados, é necessaria mais evidéncia para

provar o real valor deste recurso (8,76).

O HE4 é util também no progndstico pré-operatério permitindo a estratificagdo das
doentes em niveis de risco, ajudando a prever o seu desfecho clinico (22). O seu
doseamento pré-cirurgico permite ainda auxiliar com qualidade a decisao terapéutica,
na questdo entre submeter uma doente a cirurgia primaria, ou a tratamento
neoadjuvante seguido de cirurgia de intervalo, com impacto direto no outcome da doente
(84,85). A sensibilidade ao tratamento sistémico com sais de platina e consequente
sucesso da terapéutica é igualmente avaliada através da analise das concentragbes do
biomarcador (86). O HE4 como preditor progndstico é particularmente atil no subtipo
seroso de CO (88).

Outra utilidade importante do HE4, € o seu contributo na monitorizagéo do tratamento

instituido, podendo-se através do seu doseamento inferir acerca do sucesso

terapéutico. Verifica-se que a normalizacado do biomarcador no fim de todo o tratamento
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e a redugao de 50% no final do tratamento neoadjuvante, associa-se a maior sobrevida
(SLP e SG) (86). Em geral, valores mais elevados, ou auséncia de diminuigao de HE4,
estardo associados a uma resisténcia ao tratamento sistémico, com faléncia do mesmo,
e impacto direto na sobrevida dos doentes (90,91). Comparativamente ao CA-125, estes
sado basicamente equivalentes neste propésito, sendo recomendavel o uso dos dois em

conjunto (19).

Um dos principais problemas do CO ¢ a alta percentagem de recorréncias, mesmo em
doentes com aparente sucesso terapéutico (30). O HE4 contribui para a detegéo destas,
mesmo antes do aparecimento de manifestagdes clinicas, permitindo uma abordagem
terapéutica precoce. Em caso de recorréncia, o HE4 eleva-se mais precocemente e em
maior quantidade, comparativamente com o CA-125 (86). No entanto, a sua utilizagéo
conjunta parece ser a opgao mais vantajosa. O valor de HE4 aquando do diagndstico
também parece estar relacionado com um maior risco de vir a desenvolver recorréncia
(88).

O HE4 apesar de ser util de forma isolada, verifica-se benéfica a sua associagdo ao CA-
125. Adicionalmente, foram criados algoritmos de risco como o RMI e ROMA, que
indicam se uma mulher com massa pélvica apresenta maior ou menor risco de ter CO.
O algoritmo ROMA, através da combinagao do HE4, CA-125 e estado de menopausa
(por vezes, inclusive a idade), da-nos um valor em percentagem do risco de o doente
ter patologia maligna (101). Este é atualmente mais utilizado que o RMI, principalmente
por ser mais sensivel para estadios precoces e dispensar a realizagéo de ecografia (33).
Apesar do ROMA em grande parte dos estudos comparativos se apresentar como a
abordagem com melhor performance diagnédstica, particularmente nas mulheres pos-
menopausa, a evidéncia n&o é clara, indicando por vezes que é mais vantajoso utilizar
o HE4 de forma isolada (41,82,83). A abordagem mais vantajosa sera optar por uma
interpretacdo integrada dos varios biomarcadores e algoritmos, de modo a tirar

conclusdes o mais fidedignas possivel (83).

Sao necessarios mais estudos para definir pontos de corte diferentes para cada objetivo
do doseamento, e que sejam dependentes do estado hormonal, idade e etnia. E ainda
prioritario definir um Unico método uniforme e preciso de doseamento de HE4 para
melhor uma avaliagdo universal e estandardizada deste marcador. Deve-se também
investir no desenvolvimento de mais testes point of care, que permita um doseamento
rapido e facil a cabeceira do doente. Adicionalmente, o desenvolvimento de terapéuticas

dirigidas ao HE4, podera constituir no futuro um poderoso recurso no tratamento desta
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neoplasia. Assim, o HE4 mostra-se um potencial alvo terapéutico, diagnéstico e
prognéstico, com potencial de alterar a pratica clinica e a sobrevivéncia das doentes

com cancro do ovario.
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